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RESUMO

A amamentacdo exclusiva durante os 6 primeiros meses de vida é de
fundamental importancia para a saude da crianca. Perturbacdes nutricionais e
ambientais durante o periodo de lactacdo promovem alteracdes epigenéticas
que culminam em disfun¢cdes metabdlicas na prole ao longo da vida. Nesse
sentido, a interrup¢do da lactacdo antes do periodo estabelecido pode causar,
dentre outras alteracdes, obesidade e hipertensdo durante a vida adulta. Este
trabalho teve como principal objetivo, avaliar as alteracdes cardiometabdlicas
em ratos Wistar submetidos ao desmame precoce farmacolégico induzido pela
bromocriptina. Apés o nascimento, foi realizada a sexagem para formacéao de
ninhadas contendo 6 filhotes machos por mée e dois grupos foram formados:
desmame precoce (DP) e controle (CT). Nos 3 ultimos dias de lactacao, as
maes pertencentes ao grupo DP receberam injecdes diarias (0,5 mg - duas
vezes por dia) de bromocriptina. Durante o periodo de lactacdo, o peso
corporal dos filhotes foi monitorado nos dias 1, 7, 14, 18, 19, 20 e 21. Logo
apos, os filhotes foram separados e mantidos em caixas contendo 3 animais
cada. Durante 180 dias, a ingestdo alimentar e o peso corporal foram
monitorados semanalmente. Apds este periodo, foi realizado registro acordado
para avaliacdo dos parametros cardiovasculares. Posteriormente, a funcao
contratil do ventriculo esquerdo e reatividade coronariana foram avaliadas
durante o protocolo de isquemial/reperfusdo pela técnica de Langendorff e a
reatividade vascular adrtica por meio do vaso isolado em banho de 6rgaos. Por
fim, os animais foram eutanasiados e os 0Orgdos coletados para andlise
histologica e Western blot. Os animais do grupo DP desenvolveram o fenétipo
de obesidade, observado a partir do aumento de depdésitos de gorduras. Nao
foi observado aumento da ingestdo de racdo dos animais deste mesmo grupo.
Foram observadas, durante o registro dos parametros cardiovasculares nos
animais acordados, aumento da PAM, PS, PD e FC nos animais submetidos ao
DP. O fluxo coronariano basal foi reduzido nos animais do grupo DP e, apds a
reperfusdo, foi aumentado. Além disso, verificamos a presenca de
remodelamento cardiaco nos animais do grupo DP, a partir da presenca de
fibrose intersticial e hipertrofia dos cardiomidcitos, assim como alteracdes na
expressao proteica dos receptores AT1 e MAS, reducdo na expressao proteica
da enzima antioxidante SOD e reducdo na expressdo da proteina Akt. O
presente estudo demonstrou que o DP farmacolégico induzido por
bromocriptina causou obesidade e aumento da presséo arterial e frequéncia
cardiaca. Sendo assim, pela primeira vez, foi demonstrado que o DP
farmacoldgico € capaz de promover alteragbes cardiovasculares, sugerindo
que este modelo desencadeia programacdo metabdlica, afetando de maneira
negativa, estes animais durante a vida adulta.

Palavras-chave: Lactacdo, desmame precoce, programacdo metabdlica,

alteracdes cardiovasculares.
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ABSTRACT

Exclusive breastfeeding during the first six months of life is fundamental
important for the child's health. Nutritional and environmental disorders during
the lactation period promote epigenetic changes that culminate in metabolic
dysfunctions in the offspring throughout the life. Thereby, interrupting lactation
before the established period can cause, among other changes, obesity and
hypertension during adulthood. This work aimedto evaluate the cardiometabolic
disruptions in Wistar rats that were submitted to pharmacological early weaning,
induced by bromocriptine. After birth, sexing was carried out to form litters
containing six males per mother and two groups were formed: early weaning
(DP) and control (CT). In the last 3 days of lactation, mothers belonging to the
DP group received daily injections (0.5 mg - twice daily) of bromocriptine.
During the lactation period, the pups’ body weight was monitored on days 1, 7,
14, 18, 19, 20 and 21. After, the offspring were separated and kept in boxes
containing three animals each. For 180 days, food intake and body weight were
monitored weekly. After this period, was performed measurements of
cardiovascular parameters. Subsequently, contractile function of the left
ventricle and coronary reactivity were assessed during the ischemia/reperfusion
protocol using the Langendorff technique and aortic vascular reactivity through
the isolated vessel in an organ bath. Finally, the animals were euthanized and
the organs were collected for histological analysis and Western blot. The
animals in the DP group developed obesity phenotypeincrease in adipose
tissue. Interestingly, there was no increase in food intake. During the recording
of cardiovascular parameters in the awake animals, an increase in MAP, SP,
DP and HR was observed in animals submitted to DP. Baseline coronary flow
was reduced in animals in the DP group and, after reperfusion, it was
significantly increased. In addition, it was verified the presence of cardiac
remodeling in the animals of the DP group, from the presence of interstitial
fibrosis andcardiomyocytes hypertrophy. Finally, we showed low protein
expression of the AT1 and MAS receptors, antioxidant enzyme SOD and Akt
protein expression. The present study demonstrated that pharmacological DP
induced by maternal bromocriptine injections, caused obese phenotype and
increase in blood pressure and heart rate. Thus, for the first time, it was
demonstrated that pharmacological DP promoting cardiovascular changes,
suggesting that this model triggers cardiometabolic programming, negatively
affecting these animals during adulthood.

Keywords: Lactations, early weaning, metabolic programming, cardiovascular

changes.



1. INTRODUCAO

1.1 Lactacao

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a
amamentacao exclusiva é de extrema importancia para a saude da crianca e
deve ocorrer durante os seis primeiros meses de vida [1]. Além de beneficios
para a mae, como menor prevaléncia de diabetes tipo 2, hiperlipidemia,
doencas relacionadas ao sistema cardiovascular e hipertenséo arterial durante
o primeiro ano de vida do lactente, foi observado, em curto prazo, uma reducao
da mortalidade e da morbidade por doencas infecciosas em criancas [2-3]. Por
conter macronutrientes, micronutrientes e hormoénios, o leite materno se torna a
principalfonte de nutrientes para o adequado desenvolvimento de bebés e
criancas [4]. Adicionalmente, o contato fisico entre a mée e o bebé garante que
o filho se adeque ao novo ambiente devido a protecdo social e maturacao de
vias neurais, que ira acontecer principalmentepor mecanismos de aprendizado
[5-6]. Em mamiferos, a capacidade de desenvolvimento das vias
neurocomportamentais é inata, porém, tal desenvolvimento esta ligado as
respostas a estimulos ambientais especificos [7]. Além disso, no inicio da vida,
existe o “periodo critico, onde ocorrem intensas mudangas estruturais e
funcionais [8]. Na fase pré-natal, ocorre a organizacdo e multiplicacdo dos
neuroblastos, definido como o primeiro periodo critico [9]. JA no segundo
periodo, durante a lactacdo, ocorre um rapido crescimento encefélico,
sinaptogénese e multiplicacdo das células da glia [10].

Estudos evidenciaram que a obesidade infantil esta intimamente
relacionada com a reducédo do tempo ideal de amamentacao [11]. Portanto, o
leite materno reduz os riscos de disturbios metabdlicos, como obesidade e
sobrepeso [12]. Além disso, foi demonstrado que o leite materno reduz em até
22% o risco de obesidade durante a vida adulta [13]. Varios estudos
demonstraram que alteracfes de fatores epigenéticos em periodos criticos do
desenvolvimento, como a gestacdo e lactacdo, podem resultar em fenotipo
obeso e alteracdes cardiometabdlicas durante a vida adulta (mecanismo

conhecido como programacgao) [14-16]. O tipo de nutricdo, presenca de



agentes estressores e estado hormonal, durante a lactagéo, pode culminar na
programacao metabolica. Estudos demonstraram que a desnutricdo caldrica
elou proteica promove alteracao significativa no ganho de peso corporal sem
modificar a ingestdo alimentar, em ratos adultos [17-20]. Além do aumento do
peso corporal, a desnutricdo caldrica e proteica durante a lactacdo promove o
aumento da expressdo do horménio de crescimento (GH), reducdo do
horménio tireoestimulante (TSH) e aumento da expressdo de receptores de
leptina na hipdfise [19-20]. Adicionalmente, foi demonstrado que o
hipertireoidismo neonatal estd relacionado com o hipertireoidismo na vida
adulta, elucidando que alteracdes nos horménios da tiredide, no periodo de
lactacdo, podem afetar de maneira permanente o eixo Hipotalamo-Hipofise-
Tiredide. Apesar de todos os dados mencionados sobre os beneficios da
amamentacao para o desenvolvimento da crianga, no mundo, a prevaléncia de
aleitamento materno exclusivo é de apenas 35% em criangcas menores de 4

meses [1].

1.2 Desmame Precoce

O desmame é um processo gradual e natural caracterizado pela
introducédo da alimentacdo complementar e reducdo da alimentacéo por leite
materno, que devera prosseguir por até dois anos de idade [21]. Por sua vez, a
interrupcdo do aleitamento materno, antes do periodo estabelecido pela OMS
para o bom desenvolvimento da crianga, € chamada desmame precoce (DP)
[22-23]. Em ratos criados em laboratério, o0 desmame ocorre apds o 21° dia de
vida, sendo que até o 14° dia a alimentacdo é exclusivamente pelo leite
materno, uma vez que os filhotes ainda ndo possuem capacidade fisiologica
para o consumo de alimentos sélidos[21, 24]. Apos o desmame, 0s nutrientes
da dieta sdo modificados com a substituicdo dos lipideos presentes no leite
materno por, principalmente, carboidratos presentes na ragdo [25]. Além disso,
foi demonstrado que o desmame precoce, em ratos, culmina em uma série de
alteracdes comportamentais e fisiologicas[26].

Um dos modelos utilizados de desmame precoce, em ratos, € o de
interrupgédo da lactacdo, nos ultimos trés dias, por enfaixe materno. Neste

modelo, os filhotes apresentaram uma redugéo significativa do peso corporal e
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reducdo da gordura total, além de hipoglicemia e hipoinsulinemia aos 21 dias
de vida. Interessantemente, ap6s 180 dias do nascimento, esses animais
apresentam, dentre outras alteracdes, sobrepeso, maior adiposidade total e
visceral, niveis aumentados de glicose, hiperteleptinemia e resisténcia a
insulina [27].

Além do modelo acima descrito, 0 desmame precoce pode ser induzido
a partir da inibicdo farmacoldgica da prolactina pela Bromocriptina nos 3
altimos dias da lactacdo[28]. A Bromocriptina € um derivado semissintético da
proteina Ergocriptina, encontrada em fungos do género Claviseps, comum em
plantacdes de cereais[29]. E um agonista do receptor D2 de dopamina e é
utilizado h& anos no tratamento de doencas como Parkinson, prolactinomas,
acromegalia, entre outras. Animais, cujo as maes foram tratadas com
Bromocriptina durante a lactacdo, apresentaram, na vida adulta, alteragbes
como:maiormassa corporal, hiperleptinemia, resisténcia central a leptina,
hipotireoidismo, além de inflamacdo hipotalamica, que esta relacionada ao
sobrepeso e excesso de leptina no modelo descrito[28]. Como visto em
ambos os modelos citados, além das alteracbes metabdlicas descritas, o
desmame precoce promove a hiperleptinemia, que juntamente com outros
fatores oriundos da programacdo metabdlica, esta intimamente relacionada a

obesidade.

1.3 Obesidade

A obesidade é designada como uma doenca crénica nao transmissivel e
tem como caracteristica 0 excesso de gordura corporal resultante do
desequilibrio entre o gasto energético e a ingestao alimentar [30].

De acordo com a OMS, os casos de obesidade vém crescendo de
maneira assustadora em todo o mundo e estima-se que 12% da populagéo
mundial é obesa [31]. Além disso, a obesidade é a causa da morte de 2,8
milhdes de pessoas por ano[31]. No Brasil, segundo uma pesquisa da
Vigilancia de Fatores de Risco e Protecédo para Doencas Crdnicas por Inquérito
Telefonico (Vigitel), com individuos maiores de 18 anos de idade, mais da
metade da populacdo esta acima do peso. Esses dados estatisticos estdo

intimamente relacionados com a mudanca de habitos alimentares e



11

comportamentais. Nos ultimos tempos, houve um aumento global na ingestao
de alimentos excessivamente caloricos e ricos em gordura, sal e aglucares[32].
Além disso, devido, principalmente, a mudanca dos meios de transporte e um
acentuado aumento da urbanizacédo, houve uma queda da prética de atividade
fisica. Devido a estes fatos,Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia, em
meédia, 80% da populacado brasileira é considerada sedentaria [33]. Apesar do
grande numero de casos, a etiologia da obesidade, segundo Wanderley e
Ferreira (2010), € bastante complexa e envolve amplos fatores como culturais e
biolégicos [34].

Fisiologicamente, o controle da homeostase energética € regido
principalmente por circuitos neurais que regulam o comportamento e o balanco
energético baseado em sinais metabdlicos e endocrinos para motivar, ou nao,
a busca por alimentos [35].Segundo Velkoskae Morris (2011) existem diversos
mecanismos, centrais e periféricos, com uma diversidade de sinais e vias,
envolvidas na homeostase energética (Tabela 1) e alteragcdes em tais vias
durante o periodo neonatal estdo intimamente relacionadas com a obesidade
na vida adulta [36].
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Tabela 1: Sinais centrais (C) e periféricos (P) relacionados ao controle da homeostase

energética (adaptado de Velkoska e Morris [(2011)]).

Orexigénico

Anorexigénico

Adipsina (P)

Glicocorticéides (P)

Angiotensina II(P)

Grelina (P)

Neuropeptideo Y

Peptideo relacionado ao agouti (C)
Orexina A e B (C)

Galanina (C)

Noradrenalina (C)

Canabindide (C)

Leptina (P)

Adiponectina (P)

Resistina (P)

Fator de necrose tumoral a (P)
Colecistocinina (P)

Peptideo YY (P)

Obestatina (P)

Insulina (P)

Amilina (P)

Polipetideo pancreatico (P)

Hormonio liberador de corticotrofina (C)
Urocortina (C)
Serotonina (C)

Dopamina (C)

Sabe-se que o desenvolvimento dos circuitos neurais envolvidos na
regulacédo do apetite, em ratos, ocorre no final da gestacéo e durante o periodo
pés-natal, sugerindo assim que o desenvolvimento adequado desses circuitos
estdo suscetiveis a mudancas nutricionais e ambientais apds o nascimento
[36]. Dentre a diversidade de horménios envolvidos no controle da homeostase
energética, a leptina se destaca por exercer papel preponderante na
programacao durante a lactacdo[37].Estudos em ratos evidenciaram que a
administragdo de leptina nas maes lactantes promove 0 aumento de peso
corporal dos filhos durante a vida adulta[38].Além disso, como j& mencionado
anteriormente, animais obesos programados metabolicamente pelo desmame
precoce, apresentam niveis aumentados de leptina [28]. Este peptideo €
composto por 167 residuos de aminoacidos e € secretado principalmente pelo
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tecido adiposo branco[39]. Em mamiferos, a leptina estimula a redugédo do
apetite apos a ativacdo dos seus receptores especificos (ObRs) expressos no
hipotalamo e diversos tecidos periféricos[40-41]. Apesar de haver aumento
significativo de leptina durante o periodo neonatal, que pode ser atribuido a
transferéncia hormonal da mée para o feto [42-43], esse horménio ndo é capaz
de modificar o padrao alimentar durante as trés primeiras semanas de vida
devido ao estagio de maturacao das vias neurais envolvidas [44-45].

Além da leptina, o hormdnio peptidico grelina (figura 1), um potente
orexigénico, € um modulador fundamental do balangco energético, sendo
responsavel pelo aumento da busca por alimento, ingestdo alimentar e

deposicao de gordura [46].

Rato K A
Humano

OH
c=0
HCH
HCH
HCH
HCH
HCH
HCH
HCH
H

Grupo n-octanodico

- COOH

Figura 1: Estrutura da grelina em humano e rato. A grelina possui 28 aminoacidos em
sua estrutura e a adicdo, mediada pela enzima Grelina O-aciltransferase (GOAT) de
um grupo octandico no terceiro aminoécido — Serina. A estrutura da grelina em ratos
se difere da humana em relagéo ao 11° e 12° residuo de aminoécido (Arginina e Valina
/ Lisina e Alanina). Adaptado de Kojima e Kangawa[47].

A grelina exerce suas diversas func¢des (figura 2) apds a ativagdo do
Receptor Secretagogo do Horménio de Crescimento subtipo la (GHS-R1a)
[48]. Estudos evidenciaram que ha uma densa concentracdo de GHS-R1a no
ndcleo arqueado hipotalamico (ARC), regido extremamente importante na

regulacéo do apetite [49]. Adicionalmente, o ARC possui projecdes eferentes
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para neurbnios que, quando estimulados, liberam os peptideos orexigénicos
Neuropeptideo Y (NPY) e Proteina Relacionada a Agouti (AGRP) [50].

Areas cerebrais ndo hipotalamicas

- Gosto

Hipotalamo / - Recompensa

- Aumento do apetitee busca por alimento - Olfagdo

- Meméria
. spe - Depressao

HIpOfISG - Sono/vigilia

- Aumento do GH e ACTH

Sistema Nervoso Simpatico

- Redugao

R

I3V

Pancreas
- Redugdo da secregdo de insulina
-Aumento da sensibilidade a insulina

Coragao
- Aumento do Débito Cardiaco e contratilidade
-Vasodilatagdo

Figado

Estdmago
- Aumento de IGF1

- Aumento da motilidade

. -Aumento da secregdo acida
Intestino

- Aumento da motilidade

Tecido adiposo
- Reducgdo da oxidagao lipidica (
- Aumento da Lipogénese
-Redugdo da inflamagao

Figura 2: Efeitos fisioldgicos da grelina. Adaptado de Muller e cols. (2015) [51].

Apesar da grelina ser um potente horménio com efeito orexigeno e ser o
alvo de diversos estudos, devido sua acdo metabdlica, os dados relacionando-
a com o estado obeso necessitam ser elucidados. Interessantemente, estudos
recentes tém demonstrado que os niveis deste peptideo estdo reduzidos em
individuos obesos[52-53].

Além dos efeitos metabdlicos citados, a grelina exerce uma importante
funcdo no sistema cardiovascular. Estudos demonstraram que a grelina é
sintetizada e secretada por cardiomiécitos humanos e células endoteliais,
sugerindo uma possivel agdo autocrina/paracrina no sistema cardiovascular
[54-55]. Em humanos, a administracdo de grelina reduziu de maneira
significativa a pressao arterial média, possivelmente devido ao seu efeito
vasodilatador dependente de Oxido Nitrico (NO) [56-57]. Concentracdes
reduzidas de grelina podem ser, dentre outras diversas variaveis, um fator de

risco importante na génese da hipertensdo [58]. Entretanto, apesar dos varios
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efeitos cardioprotetores da grelina, a relacdo existente entre o peptideo,

hipertenséo e obesidade necessita ser elucidada.

1.4 Hipertensao

Como descrito anteriormente, o desequilibrio entre a ingestédo alimentar
e 0 gasto energético € um fator preponderante para o excesso de peso e
desenvolvimento de obesidade, sendo essa Ultima, uma causa potencial do
desenvolvimento de doengas como diabetes mellitus tipo Il, canceres, doenca
coronariana, insuficiéncia cardiaca, infarto do miocardio, hipertensdo, dentre
outras[59]. Apesar dos mecanismos envolvidos na relacdo entre hipertenséo e
obesidade ndo serem totalmente conhecidos, sabe-se que ha uma intima
relacdo entre ambas, possivelmente pela atividade exacerbada do sistema
nervoso simpatico, quantidade de gordura, retencao renal de sddio e o Sistema
Renina-Angiotensina [60]. Em estudo realizado em humanos foi demonstrado
que o bloqueio dos receptores alfa e beta-adrenérgicos foi capaz de inibir de
maneira significativa a hipertensao relacionada a obesidade [61].

Adicionalmente, a hipertensdo ndo foi verificada em camundongos
obesos com deficiéncia de leptina, inferindo assim, que ha uma estreita relacao
entre niveis aumentados de leptina e hipertensdo no fenétipo obeso[62].Uma
condicdo amplamente visualizada na obesidade e, possivelmente, na
hipertensdo € a resisténcia a insulina. Foi demonstrado, em ratos, que a
hiperinsulinemia exerce efeitos diretos na retencdo de sodio e,
consequentemente, na elevacdo da pressdo arterial [63]. Além disso, a
administracdo de insulina,emindividuos hipertensos, promoveu o aumento dos
niveis de noradrenalina, inferindo assim, sua modulacdo na atividade
simpatica[64]. Estudos observam que a insulina é capaz de promover o
aumento da atividade simpatica de maneira direta no sistema nervoso central
[65].

O sistema cardiovascular possui diversos mecanismos regulatorios,
dentre eles podemos citar a atividade do sistema nervoso autbnomo simpatico
e parassimpatico, atividade baroreflexa e quimiorefexa, entre outros. Contudo,
um dos mecanismos humorais mais proeminentes na regulacdo do sistema

cardiovascular é o SistemaRenina-Angiotensina.
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15 Sistema Renina-Angiotensina

Um dos principais mecanismos regulatérios do sistema cardiovascular é
o Sistema Renina-Angiotensina (SRA) [(Fig. 3)]. O SRA se torna ativo apos o
(1) aumento da atividade simpatica renal, (2) hipotensédo arterial renal e/ou (3)
reducdo das concentragcbes dos ions cloreto e sb6dio e aumento da
concentracéo de potassio[66-68]. ApOs a ocorréncia de um, ou todos os fatores
citados, as células justaglomerulares dos rins promovem a liberacdo da pro-
renina, que posteriormente sera clivada em renina (enzima proteolitica
responsavel pela conversdo de angiotensinogénio em angiotensina | (Ang
1)[69]. Posteriormente, a Enzima Conversora de Angiotensina (ECA), promove
a conversdo de Ang | em angiotensina Il (Ang IlI), principal hormdnio desse
sistema[70]. Para exercer sua atividade, a Ang Il se liga principalmente ao
receptor AT1, expresso em diversos tecidos, e desencadeia uma vasta acao
biolégica no cérebro, rins, vasos sanguineos, sistema imunolégico e coracdo
[71]. Entretanto, a Ang Il se destaca por exercer um papel preponderante no
controle da presséo arterial e equilibrio de fluidos[72-73].0 desenvolvimento de
patologias relacionadas ao receptor ATl pode ocorrer devido a sua
hiperativacdo, culminando, dentre outras alteracdes, em proliferacdo celular,
fibrose e hipertrofia cardiaca[74-75]. Além do receptor AT1, a Ang Il pode se
ligar ao receptor AT2 e, apesar dos efeitos da sua ativacdo nao serem
totalmente compreendidos, postula-se que sua ativacdo evoca efeitos
contrarios aos observados apos ativagéo de receptores AT1[76].

Outro peptideo de importancia significativa do SRA é a Angiotensina-(1-7)
[(Ang 1-7)]. Este peptideo pode ser formado a partir da Ang Il, devido a acdo
catalitica da Enzima Conversa de Angiotensina Il (ECA 2) ou pela clivagem da
Ang | em Angiotensina-(1-9) [(Ang-1-9)], peptideo que posteriormente pode ser
convertido em Ang-(1-7) pela ECA[77-78]. A Ang-(1-7) tem seus efeitos
evidenciados apds a ativacdo do receptor MAS expresso em uma grande
variedade de tecidos, incluindo as células endoteliais cardiacas. Devido suas
acOes opostas e contra regulatérias as observadas pela Ang II/AT1, a Ang-(1-7)
possui uma ampla variedade de efeitos cardioprotetores, como vasodilatacao,

modulacdo da sensibilidade barorreflexa, melhora na reatividade coronariana,
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efeito anti-hipertensivo, anti-hipertréfico e anti-fibrético[79-82]. Por exercer as
acOes fisiologicas citadas, a via Ang-(1-7)/MAS se torna um importante alvo

terapéutico das doencas cardiovasculares.

Angiotensinogénio

w'l‘o‘o‘o’ R

Angiotensina | Angiotensina 1-9
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Angiotensina Il Angiotensina 1-7

B g g W o, MDD EC_A: m®000

|

Figura 3: Esquema representativo simplificado do Sistema Renina-Angiotensina. ECA:
Enzima Conversora de Angiotensina. ECA 2:Enzima Conversora de Angiotensina Il.
AT1: Receptor de Angiotensina Il tipo 1. AT2: Receptor de Angiotensina Il tipo 2. MAS:
Receptor de Angiotensina-(1-7).

Diante de todas as informacfes descritas, podemos observar que ha
uma intima relacdo entre o desmame precoce, obesidade e alteracdes
cardiovasculares. Sendo assim, torna-se importante a ampliacdo de estudos
relacionados aos mecanismos fisiopatoldégicos causados pela programacao
durante o periodo de lactacdo. Dentre os tipos de modelos experimentais de

desmame precoce, verificamos no presente estudo a influéncia do desmame
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precoce farmacologico induzido por bromocriptina sobre alteracdes

cardiometabdlicas em ratos.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar as alteragcbes cardiometabodlicas induzidas pelo desmame

precoce farmacoldgico em ratos Wistar machos.

2.2 Objetivos especificos
Avaliar os efeitos do desmame precocefarmacolégico em relacdo aos

seguintes parametros:

¢ Ingestao alimentar;

e Massa corporal,

e Presséo arterial e frequéncia cardiaca em ratos adultos;

e Funcéao ventricular esquerda em coragdes isolados;

e Morfologia cardiaca(hipertrofia e fibrose intersticial e perivascular);

e Reatividade vascular de anéis de aorta;

e Expressao proteica dos receptores AT1, AT2, MASe GHS-R1a, e das

proteinas Akt, pAkt e SOD no tecido cardiaco.



19

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Os experimentos foram realizados em ratos da linhagem Wistar
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Goias. Os
animais foram alojados em caixas de prolipropileno (41 cm x 35cm x 16cm)
com livre acesso a agua e racao e com ciclo claro/escuro de 12/12 horas. Os
protocolos experimentais foram realizados de acordo com as normas de uso de
animais e aprovados pelo comité de ética da Universidade Federal de Goias
(CEUA - UFG) — Protocolo 001/2021. Ap6s 15 dias de adaptacdo os animais
foram acasalados em caixas contendo um macho e duas fémeas. Depois de 7
dias, as fémeas foram alojadas em caixas individuais e foram monitoradas
diariamente para comprovacdo da prenhez. Apés o nascimento dos filhotes,
considerado o dia 1 do protocolo experimental, foi realizada a sexagem para
formacao de ninhadas com 6 filhotes machos por méae. As ninhadas que nao
obtiveram 6 machos, foram complementadas com fémeas. Por fim, as ninhadas

foram divididas, aleatoriamente, em dois grupos, DP e CT.

3.2 Desmame Precoce pela Administracdo de Bromocriptina e

Avaliacao da Ingestdo de Racéo e Peso Corporal

Para inducdo do desmame precoce foi realizado injecdes diarias de
Bromocriptina (0,5 mg/ duas vezes ao dia, via i.p.) nas maes lactantes do grupo
DP, nos dias 18, 19 e 20 do periodo de lactagdo, apds o nascimento dos
filhotes. As fémeas lactantes do grupo CT receberam injecdes de solucéo
salina isotGnica a fim de promover 0 mesmo estresse experimental das fémeas
do grupo DP. Todos os filhotes, de ambos o0s grupos,tiveram livre acesso as
suas respectivas maes e ao cuidado materno durante os 21 dias do periodo de

lactacéo.
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O peso corporal dos animais, durante o periodo de amamentacao, foi
aferido nos dias 1, 7, 14, 18, 19, 20 e 21. No 21° dia de vida, os animais dos
grupos experimentais foram definitivamente desmamados e mantidos em
caixas contendo trés animais cada. A ingestao alimentar em cada caixa foi
monitorada semanalmente, do 21° ao 180° dia. As medidas de
ingestaoalimentar foram realizadasatravés da diferenca entre o peso da racéo
oferecida e o peso da racao restante em cada caixa e dividida pelo nUmero de

animais da respectiva caixa.

3.3 Implantacéo de Canula na Arterial Femoral

A confeccdo das canulas foi realizadaa partir tubos de polietileno PE-10
(5 cm), soldados em outro tubo de polietileno PE-50 (17 cm) e obstruidas na
extremidade livre do PE-50 com pino de metal. Para evitar a coagulacdo
sanguinea, as canulas foram preenchidas com heparina sddica, imediatamente
antes de serem implantadas nos animais.

No dia 181 (D181), os animais foram submetidos a cirurgia para a
introducdo de canula na artéria femoral. Os ratos foram anestesiados com
Ketamina e Xilazina (100 mg e 20 mg/kg, Syntec, Sdo Paulo, Brasil)e
colocados em decubito dorsal em uma prancha cirdrgica previamente
aguecida. Foi realizada uma incisédo na pele, separando a musculatura para
localizacdo da artéria femoral. A canula foi introduzida na aorta abdominal
através da artéria femoral, para registro dos parametros cardiovasculares. A
canula foi amarrada junto ao feixe com fio cirdrgico e dirigidasubcutaneamente
com auxilio de um trocater para a regido escapular, onde foi exteriorizada e
fixada com linha de sutura. Ao final do procedimento cirirgico 0s animais
receberam, por via subcutanea, doses doanti-inflamatérioFlunixin (Chemitec®)
(0,02 mL/kg) e antibidtico Pentabiético (Fort Dodge®) (0,1 mL/kg). Apds
repouso de 24h, os experimentos foram iniciados. Apenas foram utilizados os
animais que mantiveram um bom estado de saude apdés os procedimentos

cirdrgicos.
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3.4 Registro de Presséo Arterial e Frequéncia Cardiaca

ApGs 24h do procedimento cirdrgico, no dia 182 (P182), a Presséo
Arterial Média (PAM) e Frequéncia Cardiaca (FC) dos animais foram
monitoradas através da canula implantada na artéria femoral esquerda e
conectada a um transdutor de presséo acoplado um amplificador de sinal e um
conversor analdgico digital PowerLab/400 (ADInstruments). Os valores de
PAM, Presséo Arterial Sistolica (PAS), Pressao Arterial Diastélica (PAD)e FC

foram amostrados a cada 2 minutos durante 45 minutos de registro.

3.5 Coracao Isolado

No protocolo de 6rgdo isolado, foram utlizados animais que n&o
passaram pelo procedimento cirlrgico de canulacdo. Para avaliagdo da
reatividade coronariana e contratilidade cardiaca ex-vivo, os animais foram
submetidos a eutanasia por decapitacdo, 10 minutos apos terem sido
heparinizados(200 U.l./mL de heparina) e foi utilizada a técnica de
Langendorff (Fig. 4). A caixa torécica foi aberta, o coragdo retirado e
colocado em um béquer com solucdo nutridora gelada de Krebs-Ringer
(SKR) (Tabela 2) para diminuir o metabolismo miocardico durante a
canulacdo. O coracao foi transferido para uma placa de Petri, também com
solugdo nutridora gelada, e os tecidos pulmonar e vascular, eséfago e
traqueia, anexos ao coracdo, foram removidos. A artéria aorta ascendente
foi seccionada na altura de sua primeira ramificacédo e fixada a uma agulha
de aco inoxidavel conectada ao sistema de perfuséo (Figura 3), com solucao
SKR gaseificada (95% O2, 5% CO2), com temperatura regulada a 37°C.
Apos ter sido conectado ao sistema de perfusdo, um dreno de polietileno
PE-50 foi introduzido pelo atrio esquerdo (AE) e conduzido até o ventriculo
esquerdo (VE). Para analise da contratilidade cardiaca foi introduzido no VE,
via AE, um baldo conectado a um transdutor de pressao para registro da
pressdo intraventricular sistélica (PIVS), pressao intraventricular diastélica
(PIVD), dP/dt maxima e minima e FC.
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Figura 4: Representacao da técnica de Langedorff[83].

Tabela 2: Composigéo da Solugdo de Krebs-Ringer

COMPOSTO CONCENTRACAO (mM)
NaCl 118,41

KCI 4,69

KH2PO4 1,17

MgS04.7H20 1,17

CaCl2.2H20 1,25

CesH120s6 11,65

NaHCOs 26,24

Apo6s um periodo de estabilizacdo de 20-30 minutos, os coragfes
isolados foram submetidos ao protocolo de isquemia regional, por meio da
oclusdo da artéria corondria descendente anterior esquerda, durante 15
minutos. Apos 15 minutos de isquemia, o fluxo para a artéria coronaria foi

liberado, e os coracdes foram perfundidos por mais 20 minutos.
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3.6 Reatividade Vascular Adrtica

Para a avaliacdo da reatividade vascular adrtica, anéis de aorta
toracica descendente, livre de tecido adiposo e conectivo, foram montados em
cubas contendo Solucdo de Krebs-Henseleit (SKH) (Tabela 3) gaseificada
(95% O2 e 5% CO2), com temperatura a 37°C, fixados a hastes metélicas
acopladas a transdutores de forca. Os animais foram eutanasiados por
decapitacdo, 10 minutos apds serem heparinizados (200 U.l./mL de heparina).
A cavidadetoracica foi exposta e a aorta toracica descendente foi retirada e
dividida em quatro anéis de 4 mm cada.Os anéis foram estabilizados por um
periodo de 1 hora & uma tensdo de 1,5 g. A presenca deendotélio funcional foi
avaliada pela porcentagem de relaxamento induzido pela acetilcolina(10 um)
nos vasos pré-contraidos com fenilefrina (0,1 um). Para avaliacdo do
relaxamento dependente de endotélio foram realizadas curvas dose-resposta
cumulativas de acetilcolina (10° a 10° mol/L) em vasos com endotélio e para
o relaxamento independente de endotélio, utilizou-se curva cumulativa de
nitroprussiato de sédio (NPS 101! a 10 mol/L).
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Tabela 3: Composigéo da Solugdo de Krebs-Henseleitt

COMPOSTO CONCENTRACAO (mmol/L)
NacCl 118,6

KCI 4,6

KH2PO4 0,9

MgSOa4.7H20 2,4

CaCl2.2H20 3,3

CsH1206 11,1

NaHCOs3 24,9
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3.7 Eutanasia e Coleta de Tecidos

Outros animais, diferentes dos submetidos aos protocolos de canulacao
e orgdo isolado, foram utilizados para coleta de tecidos. Os animais foram
submetidos ao jejum de 12 horas, anestesiados com tiopental sédico (40 mg/kg
of BW, i.p., Thiopentax®, Cristélia, Itapira, Sdo Paulo, Brazil) e eutanasiados
por exsanguinagao para coleta de amostras de sangue, tecido adiposo,

coracao, glandulas adrenais, rins, pancreas e figado para posterior pesagem.

3.8 Analises Histolbgicas

Amostras do ventriculo esquerdo foram seccionadas em cortes nao-
seriais de 6 ym de espessura foram corados com hematoxilina e eosina para
medicdo do didmetro dos cardiomiécitos. As analises morfométricas foram
feitas utilizando imagens digitalizadas (TIFF 24-bit color, 25601920 pixels),
obtidas com um microscopio optico (Olympus BX41, Tokyo, Japan), acoplado a
uma camera (DM500 plus ICC50 HD, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).
O diametro de 20 cardiomiocitos foram medidos usando 20 imagens
(magnificacdo 1000x) de cada animal (n=5). Cortes ndo-seriais de 6 ym de
espessura de amostras de coracdo foram coradas com picrosiriusred para
mensuracdo de fibrose intersticial e perivascular. As analises morfométricas
foram feitas utilizando imagens digitais (TIFF 24-bit color, 2560%1920 pixels)
obtidas a partir de um microscépio 6ptico (Olympus BX41, Tokyo, Japan)
acoplado a uma camera (DM500 plus ICC50 HD, Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany). A fibrose intersticial e perivascular foi medida utilizando 20 imagens
(magnificagdo 100x), de cada animal (n=5). O indice de fibrose perivascular foi
determinado pela relacdo entre area de fibrose total e a area do limen. A
porcentagem de fibrose intersticial foi estimada por estereologia, utilizando uma
grade de 300 pontos de teste, e a fibrose intersticial foi estimada pela relagcéo
entre o numero de pontos marcados por colageno e o numero total de pontos
de teste. O diametro dos cardiomidcitos e o indice de fibrose perivascular foram
mensurados utilizando o software ICY (Institut Pasteur, Paris, France). Fibrose
intersticial foi feita utilizando o software Image Pro Plus v6 (Media Cybernetics,
MD, USA).
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3.9 Western Blot

Para andlise da expressdo proteica, amostras do ventriculo esquerdo
foram homogeneizadas em tampéo de lise (lysis buffer;PBS [137 mMNacCl, 2.4
mMKCI, 10 mM Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4, pH 7.4], 8.8 mM IGEPAL CA-630,
12 mMSodiumDeoxycholate, 3.47 mM SDS, 2 mM Na3vO4, 1 mM PMSF, 2.34
MMLeupeptin, 0.154 uMAprotinin, 1.45 uMPepstatin) em um homogeneizador
de vidro a 4° C durante 20 minutos para precipitacdo do material insolavel e
coletadosobrenadante. ApOs a centrifugacdo, o total de proteinas do
sobrenadante foi quantificado através do método Bicinchoninic 13 Acid (Sigma-
Aldrich, Missouri, EUA) de acordo com as especificacdes do fabricante. As
amostras foram desnaturadas em buffer Laemmli (50 mM Tris-HCI, pH 6.8,
10% Glycerol, 2% SDS, 1% 2-mercaptoethanol, 0.001% bromophenol blue).
Aliquotas de 40 pg de proteina de cada amostra foram separadas através de
SDS-PAGE. ApOs separacdo as proteinas foram transferidas do gel para
membranas de nitrocelulose (Amersham Protran, GE Healthcare, Little
Chalfont, BUX, UK). As membranas foram incubadas com uma solucdo de
bloqueio (Leite desnatado Molico 5%, Tris 10 mM, NaCl 150 mM e Tween 20
0,02%) sob agitacdo moderada por 90 min em temperatura ambiente.
Posteriormente, as membranas foram incubadas com anticorpos primarios
especificos para as proteinas de interesse (Tabela 4). Posteriormente as
membranas foram lavadas com TBST (3x 5 min; Tris 10 mM, NaCl 150 mM e
Tween 20 0,02%) e incubadas com o anticorpo secundario, especifico para
cada anticorpo primario (Tabela 4), por 1:30 h e reveladascom solucdo para
deteccado por quimiluminescéncia (ECL; Amersham Biosciences, Londres, UK).
A quimiluminescéncia foi detectada e as imagens capturadas pelo sistema de
imagens ImageQuant LAS 4000 series (GE Healthcare, Chicago, IL, EUA). A
intensidade das bandas foi quantificada por densidade Optica relativa utilizando
o software ImageJd (NIH, MA, EUA). A GAPDH (Glyceraldehyde-3-Phosphate

Dehydrogenase) foi utilizado como controle de load.
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Tabela 4: Lista de anticorpos utilizados para técnica de Western Blot.

Anticorpo Fabricante e # do catalogo Fonte Diluicdo

Anti-AT1R Santa Cruz, CA, USA (SC-515884) Mouse monoclonal  1:1500
Anti-AT2R Booster, CA, USA (M00432) Rabbit monoclonal 1:500

Anti-MAS1 Santa Cruz, CA, USA (SC-390453) Mouse monoclonal 1:500

Anti-Akt Santa Cruz, CA, USA (SC-33437) Rabbit monoclonal 1:200
Anti-pAkt Santa Cruz, CA, USA (SC-33437)  Rabbit monoclonal 1:200
Anti-SOD Santa Cruz, CA, USA (SC-11407) Rabbit monoclonal 1:500

Anti-GHS-R1a Santa Cruz, CA, USA (SC-11407) Mouse monoclonal 1:500

Anti-GAPDH Santa Cruz, CA, USA (SC-25778) Rabbit monoclonal 1:500

3.10 Anélise Estatistica

Todos os dados do presente estudo foram expressos como média + erro
padrdo da média (EPM). O peso corporal e a ingestdo alimentar, assim como a
avaliacdo da reatividade coronariana e reatividade aortica foramanalisados por
two-wayANOVA seguido pelo pds-teste de Sidak. Para analise morfolégica,
western blot e dos parametros cardiovasculares in vivo, foi utilizado teste t ndo
pareado. A construcao dos graficos e as analises estatisticas foram realizadas
no software GraphPadPrism 6.0.
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4. RESULTADOS

4.1 Influéncia do Desmame Precoce Sobre a Massa Corpoérea
elngestaoAlimentar

A massa corporal dos animais foi mensurada durante e depois do
periodo de lactagdo. Durante este protocolo, os filhotes foram pesados no dia
do nascimento (D1) e nos dias 7 (D7), 14 (D14), 18 (D18), 19 (D19), 20 (D20) e
21 (D21). Durante o periodo de amamentacao, em D19, D20 e D21, os filhotes
pertencentes ao grupo DP apresentaram alteracdes significativas da massa
corporal quando os grupos foram comparados (Figura 6A).ApGs a separagao
dos filhotes, os mesmos foram pesados semanalmente, do dia 28 (D28) ao dia
180 (D180). Durante este periodo, os animais submetidos ao DP apresentaram
um aumento significativo da massa corporala partir do dia 140(D140),diferenca
que permaneceu até D180, quando comparados ao grupo controle (Figura 6B).
Nao houve diferenca estatistica em relagao aingestaoalimentar (Figura 6C).
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Figura6: Efeito do desmame precoce sobre a massa corporal e ingestdoalimentar. (A)
Avaliagdo da massa corporal dos animais ap0s 0 nascimento até o 21° dia de vida. As
administragcdes de Bromocriptina, no grupo DP, ocorreram nos dias D18, D19 e D20.
(B) Massa corporal, mensurada semanalmente, dos animais ap0s o periodo de
desmame (D28 ao D180). (C) Média daingestédo alimentar semanal dos dias D28 ao
D180. (n=7 ninhadas por grupo). Os resultados foram expressos como média + erro
padrdao da média (EPM) e analisados por two-wayANOVA, seguido pelo pés-teste de
Sidak (A — C).O nivel de significancia foi fixado em *p<0,05.

4.2 Efeito do Desmame Precoce Sobre a Adiposidade e Parametros

Biométricos

Corroborando os dados da literatura, a programacao metabdlica induzida
pelo desmame precoce promoveu um aumento significativo da gordura
retroperitoneal (CT 5,15 + 0,43 vs. DP 8,2 + 0,73 g; p<0,05; Fig. 7A) e
periepididimal (CT 3,65 + 0,17 vs. DP 5,11 + 0,13 g; p<0,05; Fig. 7B) quando

comparadas ao grupo controle.

180



30

A B
10+ 6
* *
T -
8 —_
—_ 2
(o)) —_—
= © 44
© o= o
o @ 64 35
= =
=) 0T 57T
T E 0o
8% 8
4-
g K
@
4
2_
0- 0-
Controle Desmame Precoce Controle Desmame Precoce
n=10 n=12 n=10 n=12

Figura7: Efeito do desmame precoce no peso dos depdsitos de gordura. (A) Gordura
Retroperitoneal, (B) Gordura Periepididimal. Os dados foram expressos em média +
erro padréo da média (EPM) e analisados por teste t de Student ndo pareado. O nivel
de significancia foi fixado em *p<0,05.

Além do aumento da deposicdo de gordura, os animais submetidos ao
desmame precoce apresentaram, ao final do protocolo experimental, um
aumento significativo da massa dos 6rgaos, em relacdo ao grupo CT. Pancreas
(CT 0,59 + 0,04 vs. DP 0,96 + 0,05 g; p<0,05; Fig. 8A); Figado (CT 12,47 + 0,15
vs. DP 13,80 £ 0,39 g; p<0,05; Fig. 8B); Adrenal direita (CT 22,40 £ 1,60 vs. DP
28 + 1,43 mg; p<0,05; Fig. 8C); Adrenal esquerda (CT 0,59 + 0,04 vs. DP 0,96
+ 0,05 mg; p<0,05; Fig. 8D) e Rim direito (CT 0,3 £ 0,02 vs. DP 1,54 £ 0,04 g;
p<0,05; Fig. 8E). Dentre os 6rgdos analisados, apenas o rim esquerdo nao

apresentou um aumento significativo da sua massa (Figura 8F).
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Figura8: Efeito do desmame precoce sobre a massa dos 6rgdos. (A) Pancreas, (B)
Figado, (C) Adrenal Direita, (D) Adrenal Esquerda, (E) Rim Direito e (F) Rim Esquerdo.
Os dados foram expressos em média + erro padrdo da meédia (EPM) e analisados por
teste t de Student ndo pareado. O nivel de significancia foi fixado em *p<0,05.
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4.3 Alteragbes Pressoéricas eTaquicardicas Induzidas Pelo

Desmame Precoce

Os animais submetidos ao desmame precoce, apresentaram, durante a
avaliagdo dos parametros cardiovasculares, um aumento significativo da
Pressdo Arterial Média (CT 101,9 = 0,24 vs. DP 107,1 £ 0,4 mmHg; p<0,05;
Fig. 9A), Frequéncia Cardiaca (CT 355,8 £ 2,19 vs. DP 381 + 1,75 bpm;p<0,05;
Fig. 9B), Presséo Sistdlica (CT 119,4 + 0,01 vs DP 137,7 £ 0,36 mmHg; p<0,05;
Fig. 9C) e Pressao Diastolica (CT 81,56 + 0,22 vs. DP 94,23 + 0,33 mmHg;
p<0,05; Fig. 9D).
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Figura9: Alteracbes dos parametros pressoricos e taquicardicos induzidos pelo
desmame precoce. Pressdo Arterial Média (A), Frequéncia Cardiaca (B), Presséo
Arterial Sistélica (C) e Pressao Arterial Diastolica (D). Os dados foram expressos em
média + erro padrdo da média (EPM) e analisados por teste t de Student ndo pareado.
O nivel de significancia foi fixado em *p<0,05.
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4.4 Influéncia do Desmame Precoce na Funcao Ventricular Esquerda

em Coracdes Isolados

Na tabela 5 estdo expressos os valores basais da fungcédo ventricular
esquerda dos coragbes isolados deratos oriundos de ambos o0s grupos
experimentais. Os coragOes isolados dos animais DP apresentaram um

aumento significativo da PIVD e uma acentuada reducao do fluxo coronariano.

Tabela 5: Parametros basais da fungéo ventricular esquerda em coracdes isolados de
ratos submetidos ao desmame precoce.

Parametros Basais Controle DP

FC 222,8+54 2285 +6,6

PIVS 162,6 + 15,5 148,8 + 13,30

PIVD 7,83+0,5 10,29+ 0,7 *
dp/dt Max 2979 + 261 2735 + 246
dp/dt min 2428 + 247 2328 + 196
Fluxo Coronariano 15,57 +0,8 13+0,5*
Fibrilacéo 21,67 £12,42 445+ 9,71

FC, frequéncia cardiaca; PIVS, pressao intraventricular sistélica; PIVD, presséao
intraventricular diastélica. (n= 8 — 7). Os dados foram expressos em média * erro
padrdo da média (EPM) e analisados por teste t de Student ndo pareado. O nivel de
significancia foi fixado em *p<0,05.

Durante o periodo de reperfusdo, apés 15 minutos de isquemia, 0S
coragcOes isolados dos animais do grupo DP apresentaram um aumento
significativo do fluxo coronariano nos minutos 26 e 30 (Fig. 10 A). Durante a
oclusdo da artéria coronaria descendente anterior esquerda e, posteriormente,
reperfusdo, nao foram observadas alteragcbes nos valores de pressédo e

frequéncia cardiaca quando os dois grupos foram comparados (Fig. 10B — F).
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Figura 10: Variacdo em percentual dos valores obtidos durante o protocolo de
isquemia-reperfusdo. (A) Fluxo coronariano; (B) PIVS; (C) PIVD; (D) dp/dt positiva.
(E), dp/dt negativa. (F) frequéncia cardiaca.(n= 7 por grupo). Os valores estdo
expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e analisados por
TwoWayANOVAseguido do poOs-teste deSidak de multiplas comparacdes. Nivel de
significancia foi fixado em p<0,05.
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4.5 Efeitos do Desmame Precoce Sobre a Massa e Morfologia Cardiaca

A massa do coragao dos animais submetidos ao desmame precoce foi
significativamente maior em relagéo ao grupo controle (CT 1,51 + 0,05 vs. DP
1,77 £ 0,06 g; p<0,05; Fig. 11)
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Figura 11: Efeito do desmame precoce sobre a massa cardiaca. Os dados foram
expressos em média + erro padrao da média (EPM) e analisados por teste t de
Student ndo pareado. O nivel de significancia foi fixado em *p<0,05.

Apos avaliacdo das laminas histologicas, observamos que 0s animais
DP aprensetaram, quando comparados ao grupo controle, um aumento
significativo do didametro dos cardiomidcitos (CT 11,40 + 0,40 vs. DP 13,22 +
0,27 pm; p<0,05; Fig. 12 A — C) e da fibrose intersticial (CT 6,72 + 0,43 vs. DP
9,65 £ 0,67 um; p<0,05; Fig. 13 A — C). Nao houve diferenca estatistica em

relacdo a fibrose perivascular entre os dois grupos (Fig. 14 A — C).
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Diametro do
Cardiomidcito (1m)

Controle Desmame Precoce
n=5 n=5
Figural2: Efeito do desmame precoce sobre o diametro dos cardiomidcitos. (A — B)
Imagens representativas. (C) Quantificacdo do diametro de cardiomidcitos.Os dados
foram expressos em média * erro padrdo da média (EPM) e analisados por teste t de
Student ndo pareado. O nivel de significancia foi fixado em *p<0,05.
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Figura 13: Efeito do desmame precoce sobre a deposi¢cdo de colagenointersticial.
Imagens representativas (A — B). Quantificacdo de fibrose intersticial (C). Os dados
foram expressos em média + erro padrao da média (EPM) e analisados por teste t de
Student ndo pareado. O nivel de significancia foi fixado em *p<0,05.
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Figura 14: Efeito do desmame precoce sobre a deposi¢do de colagenoperivascular.
Imagens representativas (A — B). Quantificacdo de fibrose perivascular (C). Os dados
foram expressos em média + erro padrao da média (EPM) e analisados por teste t de
Student ndo pareado. O nivel de significancia foi fixado em *p<0,05.

4.6 Influéncia do Desmame Precoce na Reatividade Vascular Adrtica

O relaxamento dependente de endotélio, induzido por ACh, foi
potencializado nos anéis de aorta dos animais submetidos ao DP (Fig 15A).
Durante a curva crescente de NPS, nos vasos sem endotélio, foi observado um

maior relaxamento do grupo DP em relacdo ao grupo CT (Fig. 15B). A
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constricdo, induzida por fenilefrina, ndo apresentou diferenca estatistica

guando os grupos foram comparados (Fig. 15 C).
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Figura 15: Efeito do desmame precoce na reatividade vascular adrtica.(A)
Relaxamento induzido por ACh. (B) Relaxamento induzido por NPS. (C) Constricdo
induzida por PHE. Os anéis de aorta foram pré-contraidos com Fenilefrina. (n= 6 por
grupo). Os dados foram expressos em média * erro padréo da média e analisados por
Two Way ANOVA seguido pelo pés-teste de Sidak de mdltiplas comparagées. O nivel
de significancia foi fixado em *p<0,05.

4.7 Efeito do desmame precoce sobre a expressdo proteica dos
receptores do SRA

Os resultados obtidos a partir da técnica de western blot demonstraram
os efeitos do DP sob o SRA. O DP promoveu uma reducgdo significativa na
expressado das proteinas do receptor AT1, quando comparado ao grupo CT (CT
100 + 6,3 %vs. DP 72,2 + 1,6 %; p<0,05; Fig. 16 A), além da reducédo da
expressédo do receptor MAS (CT 100 £ 10 % vs. DP 70,27 £ 3 %; p<0,05; Fig.



40

16 C). Nao foram observadas alteracdes significativas em relagédo as proteinas

do receptor AT2 quando os grupos foram comparados (Fig. 16 B).
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Figura 16: Efeito do desmame precoce sobre a expressdo proteica dos receptores
AT1l, AT2 e MAS avaliada pela técnica de western blot em coracdes de ratos
submetidos ao DP. (A) Expressédo de AT1. (B) Expresséo de AT2. (C) Expressado de
MAS.Todas as proteinas foram normalizadas pela densidade do GAPDH.Os dados
foram expressos em média + erro padrao da média (EPM) e analisados por teste t de
Student ndo pareado. O nivel de significancia foi fixado em *p<0,05.

4.8 Efeito do desmame precoce sobre a expressao proteica daAkt e

pAkt

Os animais do grupo DP apresentaram significativa reducdo da
expressdo de Akt em relacdo aos animais do grupo CT (CT 100 + 4,45 % vs.
DP 76,81 £ 3,25 %; p<0,05; Fig. 17 A). O DP nao foi capaz de promover

alteragdes significativas na expressao de pAktentre os grupos (Fig. 17 B).
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Figura 17: Efeito do desmame precoce sobre a expressao das proteinasAkt e pAkt
avaliada pela técnica de western blot em coracdes de ratos submetidos ao DP. (A)
Expressdo de Akt. (B) Expressdo depAkt. As proteinas foram normalizadas pela
densidade do GAPDH.Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média
(EPM) e analisados por teste t de Student ndo pareado. O nivel de significancia foi
fixado em *p<0,05.

4.9 Efeito do desmame precoce sobre a expressao proteica da enzima

Superé6xido Dismutase (SOD)

Os animais do grupo DP apresentaram uma reducédo significativa na
expressdo de proteinas da enzima antioxidante SOD quando comparados ao
grupo CT (CT 100 + 12,33 % vs. DP 62,78 + 4,01 %; p<0,05; Fig. 18).
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Figura 18: Efeito do desmame precoce sobre a expressdo de proteinas da
SODavaliada pela técnica de western blot em coracdes de ratos submetidos ao DP. As
proteinas foram normalizadas pela densidade do GAPDH.Os dados foram expressos
em média = erro padrao da média (EPM) e analisados por teste t de Student ndo
pareado. O nivel de significancia foi fixado em *p<0,05.

4.10 Efeito do desmame precoce sobre a expressao do receptor GHS-

Rla

A expressao de proteinas do receptor de grelina, subtipo la, nao
apresentou diferencga estatistica entre os grupos (Fig. 19).
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Figura 19: Efeito do desmame precoce sobre a expressao de proteinas de GHS-R1a
avaliada pela técnica de western blot em coragfes de animais submetidos ao DP. As
proteinas foram normalizadas pela densidade do GAPDH.Os dados foram expressos
em média + erro padrao da média (EPM) e analisados por teste t de Student ndo
pareado. O nivel de significancia foi fixado em *p<0,05.
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5. DISCUSSAO

Os principais achados deste trabalho foram: i) o DP farmacologico
induzido por bromocriptina em ratos resulta em obesidade na vida adulta; ii) Os
animais submetidos ao DP apresentaram um aumento significativo da PA e FC;
i) nos animais do grupo DP, foi observado hipertrofia cardiaca e fibrose
intersticial; iv) houve uma acentuada reducdo do fluxo coronariano nos animais
submetidos ao DP e, posteriormente, um aumento do fluxo durante a
reperfusdo; v) reducdo da expressado de proteinas dos receptores AT1 e MAS,
da enzima antioxidante SOD e da expresséo da Proteina Quinase B (Akt), no
coracao dos ratos submetidos ao DP.

De acordo com a OMS, a amamentacdo exclusiva durante os 6
primeiros meses de vida é de fundamental importancia para saude da crianca
[1]. Dentre os componentes presentes no leite materno, se encontram
nutrientes, hormdnios e anticorpos, que auxiliardo no desenvolvimento
nutricional e imunolégico [4]. Apesar da importancia do leite materno, apenas
35% dos bebés s&o exclusivamente amamentados durante os 4 primeiros
meses de vida [1].

O desmame é um processo gradual e natural caracterizado pela reducao
da alimentacdo por leite e introducdo de alimentacdo complementar [21].
Alteracdes nutricionais, hormonais, psicolégicas, dentre outras, durante
periodos criticos da vida, como gestacéo e lactacdo, sdo capazes de promover
um fendmeno conhecido como programacdo. A programacao ocorre por
alteracdes epigenéticas que sdo definidas como modificagcdo da expressao
génica, a nivel de cromatina, sem alteracdes na sequéncia de DNA, que pode
ser transmitida hereditariamente [85].

Estudos evidenciaram que a programacao resultante do desmame
precoce, culmina em desnutricdo no periodo neonatal [27]. Além disso, efeitos
do desmame precoce foram observados na vida adulta com alteragdes no peso
corporal, dislipidemia, resisténcia a insulina, resisténcia a leptina,
hiperleptinemia, hipotireoidismo central, dentre outras [27-28, 86].

Em nosso estudo, os animais do grupo DP apresentaram uma reducgéo
do peso corporal nos ultimos 3 dias de lactacdo. Apesar dos filhotes possuirem

capacidade fisiologica e motora para se alimentarem da racao disponivel nas
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caixas, 0 encurtamento do periodo de lactacdo pode ser um fator
preponderante na génese da desnutricdo no periodo neonatal.

Corroborando os dados da literatura, na idade adulta, a partir dos 140
dias de vida, os animais DP apresentaram um aumento significativo do peso
corporal em relacdo ao grupo CT. Segundo Bonomo e colaboradores (2008), a
hipoprolactenimia materna, induzida por bromocriptina, no final do periodo de
lactacdo, culminou no maior peso corporal da prole na vida adulta [87]. Animais
induzidos ao desmame precoce farmacoldgico, apresentam, dentre outras
alteragbes, hipotireoidismo central, possivelmente devido a redugdo da
secrecdo do hormodnio liberador de tireotrofina (TRH) [87]. Sabe-se que a
leptina estimula a producao e secrecdo de TRH, além do horménio estimulante
da Tireéide (TSH), e provavelmente, a resisténcia central a leptina seja
responsavel pela reducdo dos niveis de TSH nesse grupo de animais [87-88].
Sendo assim, a reducdo da funcdo da tire6ide, amplamente descrita como
reguladora da termogénese e taxa metabdlica basal, pode ser a responsavel
pelo estado hipometabdlico na vida adulta, contribuindo para a obesidade
visualizada no presente trabalho. Um fator importante que antecede o inicio da
obesidade é a inflamacédo hipotalamica [89]. Rapozo-Younes e colaboradores
(2015) evidenciaram, em animais submetidos ao DP farmacoldgico, inflamacao
em nucleos hipotalamicos como Nucleo Arqueado (ARC), Paraventricular
(PVN) e Hipotalamo lateral (LH) [28].

As alteracdes fisiol6gicas descritas acima podem estar associadas a
obesidade, observada na vida adulta, dos animais programados pelo DP
farmacoldgico.

A obesidade pode desencadear uma ampla variedade de alteracdes
fisiologicas potencialmente fatais, como diabetes mellitus tipo Il, doenca
coronariana, insuficiéncia cardiaca, hipertensao, infertilidade, canceres, dentre
outras [90]. Observamos, no presente trabalho, um aumento significativo da
pressdo arterial e da frequéncia cardiaca nos animais obesos que foram
submetidos ao desmame precoce. Apesar da intima relagdo entre obesidade e
hipertensdo, muitos mecanismos através dos quais a obesidade desencadeia a
hipertensdo necessitam ser elucidados. No entanto, postula-se que haja uma

contribuicdo  significativa do Sistema Renina-Angiotensina, atividade
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exacerbada do Sistema Nervoso Simpatico (SNS) e aumento da reabsorcao
renal de sodio [59].

A atividade do SNS na génese da hipertenséo relacionada a individuos
obesos vem sendo amplamente estudada. Estudos evidenciaram que o
aumento da ingestdo calorica culmina em um aumento de noradrenalina em
tecidos periféricos [91]. Além disso, 0 excesso de gordura e carboidrato
presentes na dieta é capaz de estimular a atividade de receptores
adrenérgicos, inferindo um aumento da atividade simpética e hipertenséo [92].
Em contrapartida, em animais alimentados com grandes quantidades de
gordura, o bloqueio de receptores adrenérgicos atenuou de maneira
significativa o aumento da pressao arterial [61]. Interessantemente, estudos
evidenciaram que a obesidade ndo é capaz de promover uma ativacdo em
massa do SNS e que, possivelmente, 0s nervos simpaticos renais sao 0S
responsaveis por todos os efeitos crénicos da ativacdo do SNS na pressao
arterial na obesidade [93]. Em individuos obesos, a atividade simpatica
cardiaca ndo é alterada e, possivelmente, o aumento da FC visualizado em
nosso estudo pode ter ocorrido devido a uma redugcdo da atividade
parassimpatica no coracao [94].

Como ja descrito, animais submetidos ao desmame precoce
farmacoldgico apresentam hiperleptinemia na vida adulta. Além de ser um
importante horménio no controle do apetite e metabolismo, a leptina possui
funcdo moduladora do SNS [95]. Este hormonio peptidico € capaz de
atravessar a barreira hematoencefalica e se ligar aos seus receptores
expressos em diversas areas do SNC, incluindo regifes hipotalamicas e do
tronco cerebral, promovendo a ativacdo de vias responsaveis pela reducéo do
apetite, aumento do gasto energético e aumento da atividade do SNS [96].
Porém, individuos obesos apresentam resisténcia central a leptina, fator que
pode potencializar o ganho de peso [97]. Estudos evidenciaram, em humanos e
camundongos, que uma reducgédo dos niveis de leptina esta correlacionada com
a obesidade e que a administracéo de leptina € capaz de induzir o aumento da
pressdo arterial devido ao aumento do fluxo simpatico para os rins[98]. Além
disso, foi observado que o efeito hipertensivo evocado pela leptina pode ser
potencializado pela reducdo de Oxido Nitrico (NO), bastante comum em

individuos obesos com disfuncao endotelial [99]. Por fim, animais obesos com
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deficiéncia de leptina, ndo apresentaram hipertensao [62], demonstrando
assim, uma estreita relacdo entre este hormoénio e a hipertensédo na obesidade.
Apesar da auséncia de dados relacionados a modulacdo autonémica e
dosagem de leptina em nosso estudo, hipotetizamos que o aumento da PA
visualizado nos animais obesos €, em parte, orquestradopelahiperatividade
simpatica induzida pelo aumento dos niveis de leptina.

Além da hiperleptinemia visualizada em diversos estudos, a reducédo da
tolerancia a glicose, hiperinsulenemia e resisténcia a insulina séo disfungfes
marcantes na obesidade [28, 60]. Adicionalmente, animais submetidos ao DP,
apresentaram, na vida adulta, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina [28].
Ambas as alteracdes fisiologicas podem estar relacionadas com o aumento da
pressdo arterial observado em nosso estudo. Dentre os possiveis efeitos da
hiperinsulinemia na génese da hipertensédo no estado obeso, podemos citar o
aumento da reabsorcdo renal de sédio [100] e estimulacdo do SNS [101].
Segundo Sechi (1999), a insulina participa da regulacdo de sodio diretamente
nos tubulos renais e um aumento acentuado de soédio, devido a
hiperinsulinemia, pode acarretar no aumento da pressao arterial [63].

O Sistema Renina-Angiotensina, apresenta, potencialmente,
mecanismos fundamentais relacionados as alteracdes cardiovasculares
observadas em nosso trabalho. Diversos estudos demonstraram que 0s nhiveis
aumentados de componentes do SRA, como renina, angiotensinogénio, Ang |l
e aldosterona, sdo caracteristicas comuns na obesidade. Uma vez que, na
obesidade, h4 um aumento do volume plasmatico, a ativacdo do SRA, e
consequentemente da secrec¢do de renina, se devem as alteracdes histoldgicas
na medula renal [102]. Além disso, a hipertrofia dos adipdcitos, visualizada em
individuos obesos, promove uma maior atividade do SRA que, através da Ang
Il via receptor AT1, eleva a presséao arterial [103].

As alteracOes cardiovasculares, in vivo, no nosso estudo, sugerem uma
participacéo fundamental dos hormonios leptina e insulina na simpatoexcitacao
e aumento da reabsorcéo de sédio, bem como a atividade exacerbada do SRA,
especialmente a atividade da Ang Il.

Além das alteragBes cardiovasculares in vivo, verificamos em nosso
estudo, durante o protocolo de coracdo isolado, alteragbes significativas do

fluxo coronariano nos animais submetidos ao DP. Diversos estudos
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demonstraram que ha uma estreita relagdo entre obesidade e doenca arterial
coronariana [104-106], porém, 0os mecanismos exatos entre ambas ndo foram
completamente elucidados. Adicionalmente, individuos obesos e hipertensos
apresentam uma reducdo da vasodilatacdo dependente de endotélio [107] e,
em animais, o controle da hipertensao arterial, esta relacionado a melhora da
funcdo endotelial [108]. Sabe-se que na obesidade ocorre 0 aumento de
agentes pro-inflamatoérios, aterogénicos e substancias, tais como endotelina e
tromboxano, que promovem a vasoconstricdo, contribuindo assim, para a
disfuncdo endotelial e inflamacdo vascular [109]. O endotélio € capaz de
regular a secrecdo de fatores vasodilatadores, como NO, prostaciclinas e o
fator hiperpolarizante derivado do endotélio [110]. Dentre os fatores citados, 0
NO é um dos mais importantes e melhor caracterizado [109]. A disfuncéo
endotelial, e consequentemente o0 comprometimento do relaxamento
dependente do endotélio causado pela reducao da atividade do NO, pode ser o
mecanismo responsavel pela reducdo do fluxo coronariano basal observada
nos animais desmamados precocemente em nosso estudo.

Interessantemente, no presente trabalho, verificamos o aumento do fluxo
coronariano nos animais submetidos ao DP na fase de reperfusdo. Uma ampla
variedade de processos enzimaticos e metabdlicos € modificada durante a
auséncia de oxigénio. Neste periodo, a célula obtém energia a partir do
metabolismo anaerdbico, resultando em acidose latica [111]. O meio acido se
torna inadequado para a cinética enzimatica, reduzindo 0s mecanismos
celulares para manutencdo da homeostase [111]. Além disso, ha um acumulo
de calcio, que por sua vez, provoca disfuncdo da membrana mitocondrial e
leséo irreversivel. Apesar da importancia da restauracédo do fluxo sanguineo, a
reperfusdo culmina em graves alteracfes metabdlicas e lesdo tecidual [112].
Para explicar o aumento do fluxo coronariano observado durante a reperfuséo,
nos animais do grupo DP, experimentos adicionais serdo necessarios. Porém,
hipotetizamos que ha um mecanismo compensatério vasodilatador frente a
hiperemia reativa na artéria coronaria.

As alteracfes pressoricas e taquicardicas visualizadas nos experimentos
in vivo no presente trabalho, ndo foram visualizadas no protocolo de coracéo
isolado, sugerindo, portanto, que o DP farmacoldgico ndo altera estes

paradmetros de maneira direta no coragéo.
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Curiosamente, nos anéis de aorta isolados de animais submetidos ao
DP, observamos um aumento do relaxamento dependente de endotélio, com
ACh, e independente de endotélio, com NPS. Além disso, ndo foram
observadas alteracdes significativas entre os grupos durante a vasoconstricao
induzida por fenilefrina. Apesar das diferengas anatomo-fisiologicas entre as
artérias aorta e coronaria, os resultados apresentados sugerem que ha
respostas similares frente ao DP farmacologico.

ApGs observarmos as alteragfes cardiovasculares descritas, e sabendo
que uma importante consequéncia da hipertensdo é a hipertrofia cardiaca e
degradacdo da matriz celular com deposi¢do de colageno, [113-114], nesse
sentido avaliamos se o DP farmacologico altera a morfologia do ventriculo
esquerdo observada na vida adulta. Verificamos que os animais do grupo DP
apresentaram um aumento significativo do didmetro dos cardiomidcitos, além
do aumento da deposicdo de colageno intersticial. O remodelamento
cardiovascular e hipertrofia cardiaca estdo intimamente relacionados com o
aumento da PA e podem resultar em doencas cardiovasculares induzidas por
alteracbes estruturais e fisiologicas permanentes [115]. Um dos principais
mecanismos envolvidos em tais alteracbes é o SRA. Sabe-se que o0s
receptores de Ang Il tipo 1 sdo amplamente expressos no tecido cardiaco e sua
ativacdo estimulam cascatas proé-inflamatérias, crescimento e proliferacéo
celular, resultando em remodelamento cardiaco e desenvolvimento de fibrose
[116]. Em contrapartida, o peptideo Ang-(1-7), via receptor MAS, exerce a¢cfes
opostas a Ang Il, como efeitos vasodilatadores, antifibrético e anti-hipertréfico
[117]. Curiosamente, a expressdo protéica dos receptores AT1 e MAS foram
significativamente reduzidas no tecido cardiaco dos animais submetidos ao DP
farmacoldgico. Possivelmente, os niveis de Ang I, e consequentemente Ang-
(1-7), estdo alterados nesse grupo de animais. Sendo assim, ambos o0s
receptores acoplados a proteina G, podem ter sofrido uma dessensibilizacédo e
internalizacdo, culminando na reducéo de suas expressdes. Em nosso estudo,
nao verificamos alteracbes na expressado proteica de receptores AT2,
sugerindo, assim, que os efeitos benéficos de tal receptor, como efeitos
antifibrético e anti-proliferativo[118], ndo foram capazes de atenuar a as
alteracdes morfologicas visualizadas. Entendemos que uma das limitagdes de

nosso estudo é ndo termos dosado os niveis plasmaticos dos hormdnios Ang I
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e Ang-(1-7), ou realizarmos desafios farmacologicos com os referidos
horménios em coracBes isolados, mostrando fisiologicamente possiveis
alteracdes em resposta a esses hormonios.

Apbs observarmos as alteragBes na expressdo de proteinas do SRA,
decidimos avaliar se a expressédo da enzima antioxidante SOD estava alterada
nos animais submetidos ao DP farmacologico. Verificamos, assim, uma
reducao significativa na expressao proteica de tal enzima. As espécies reativas
de oxigénio (EROS), provenientes do metabolismo oxidativo, se formam de
maneira natural em nosso organismo e o desequilibrio entre as EROS e o
sistema antioxidante culmina em uma condicdo conhecida como estresse
oxidativo (EO) [119]. Estudos evidenciaram que as espécies reativas de
oxigénio, como o anion superodxido (O2) e o perdxido de hidrogénio, estdo
aumentadas na hipertensédo [120]. Além disso, sabe-se que o EO exerce um
papel preponderante no remodelamento cardiaco através de seus efeitos
deletérios em componentes celulares, alteracbes no metabolismo energético,
alteracbes de vias de sinalizacdo, dentre outras [121]. O EO ¢é
contrabalanceado pelo sistema antioxidante, que por sua vez, € dividido em
dois grupos, ndo enzimatico e enzimatico [122]. A SOD, pertencente ao grupo
enzimatico do sistema antioxidante, € responsavel pela dismutacdo de Oz em
peréxido de hidrogénio e é caracterizada como a primeira linha de defesa
contra os radicais livres [123]. Segundo Kinnula e colaboradores (2004), a
expressdo aumentada da SOD estd correlacionada com a reducdo da
hipertrofia e proliferacdo celular [124]. Sendo assim, hipotetizamos que a
reducdo da expressao proteica de tal enzima possivelmente esteja relacionada
com as alteragbes morfoldgicas visualizadas em nosso estudo.

Além das alteracbes das expressbes das proteinas supracitadas,
verificamos que a expressao da Akt, nos coragdes dos animais submetidos ao
DP, se encontra reduzida. Estudos demonstraram que diferentes vias de
sinalizacdes intracelulares sdo ativadas durante alteragbes histolégicas e
aumento da massa do ventriculo esquerdo. Dentre as vias de sinalizacédo de
insulina mediadas pelo seu receptor, se encontra a via da Akt. Segundo Orcy e
colaboradores (2008), o aumento da expressao de tal proteina pode estar
relacionado como o crescimento celular [125]. Porém, devido a reducédo da

expressdo da Akt visualizada em nosso estudo, hipotetizamos que outras
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proteinas, como a ERK 1/2, estejam envolvidas nos mecanismos pré-fibréticos
do miocérdio.

O horménio peptidico grelina, sabidamente regula diversas funcdes
biolégicas, como apetite, balanco energético, metabolismo de glicose e
gordura, dentre outras [126].Sabe-se que o receptor de grelina, GHS-R1a, é
amplamente expresso neste sistema e sua ativacdo, pela administracao
exdgena de grelina, exibe um padrdo cardioprotetor, como vasodilatacao,
melhora na funcdo endotelial, protecédo contra lesdo de isquemia/reperfusdo e
inibicdo da apoptose das células cardiacas [56, 127]. Em nosso trabalho, ndo
observamos alteracfes significativas na expressdo proteica do GHS-Rla.
Portanto, inferimos que o DP farmacolégico ndo modifica o eixo cardioprotetor
regulado pela grelina e seu receptor expressos no coracao.

Os resultados apresentados nesse estudo mostram, pela primeira vez,
gue o DP farmacoldgico, além de promover o desenvolvimento de um fenétipo
obeso, com significativo aumento da adiposidade e da massa corporal, também
promove alteragbes na fisiologia cardiovascular. Esses achados sé&o
fundamentais no melhor entendimento da fisiopatologia das doencas
cardiovasculares ligadas ao conceito DOHaD (Origens Desenvolvimentistas da
Saude e da Doenca), sobretudo relacionadas a obesidade e a nutricdo
neonatal. Recomendamos que estudos posteriores sejam realizados com o
intuito de investigar se as alteracbes cardiovasculares observadas nesse
estudo, surgem ja na infancia, imediatamente apdés o desmame, ou se Sao
manifestadas tardiamente na idade adulta, como consequéncia de outros
disturbios fisiolégicos, como o aumento da adiposidade. Além disso,
experimentos deverdo ser realizados a fim de investigar o0s possiveis
mecanismos envolvidos nas alteracfes da PA observada no presente trabalho.
Ressaltamos que a propria acdo da bromocriptina, diretamente nos filhotes,
passando atraveés do leite, pode ter contribuido para o desenvolvimento das
disfuncdes observadas. Dessa forma, entendemos que em estudos
subsequentes também sejam usados outros modelos de DP, como os que

citamos aqui.
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6. CONCLUSAO

Reconhecidasas possiveis limitacbes desse estudo, podemos concluir,
diante dos dados mostrados, que o desmame precoce farmacologico
induzidopor BRO causa adaptacdes fisiologicas deletérias ao sistema
cardiovascular. De fato, o aumento da PA associado ao remodelamento
cardiaco e a diminuicdo da expressdo do ATl e MAS, sdo evidéncias
significativas que o DP farmacologico causa programacdo cardiometabdlica
com a manifestacéo de disfungdes cardiovasculares na idade adulta de ratos.
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tiopental sodico.
Resposta do Pesquisador Responsavel: o Tiopental sera administrado juntamente com o anestésico
local, Lidocaina (i.p., 1 mg/kg de massa corporal).

3- Solicitacdo da CEUA: quais serdo os finais humanitarios com os filhotes fémeas que porventura
sejam utilizados para completar as linhagens.
Resposta do Pesquisador Responsavel: No dltimo dia do periodo de lactacdo (dia 21), quando
utilizadas, as fémeas serdo submetidas a eutanasia por decapitacdo. Os corpos dos animais serao
descartados em sacos especiais e mantidos congelados até serem coletados pelo servico de coleta de
residuos biolégicos da UFG, a empresa Stericycle.

4- Solicitacdo da CEUA: Prever e descrever quais 0s pontos finais humanitarios dos ratos machos que
posteriormente ao acasalamento seréo utilizados para treino.
Resposta do Pesquisador Responsavel: Os ratos machos, ao final do periodo de acasalamento,
serdo avaliados quanto ao seu estado de saude. Além disso, 0 peso corporal, ingestdo de racéo e agua
serdo monitorados. ApOs 0s animais apresentarem um bom estado de saude, iniciaremos o
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treinamento de canulacdo. Ao final do treinamento, os mesmos serdo submetidos a eutanasia por
decapitacdo. Posteriormente, os corpos dos animais serdo descartados em sacos especiais e mantidos
congelados até serem coletados pelo servico de coleta de residuos bioldgicos da UFG, a empresa
Stericycle. Os animais que nao apresentarem um bom estado de saude ao final do periodo de
acasalamento, serdo submetidos a eutansia como descrito anteriormente.

Houve adequacgdo do cronograma por parte do pesquisador responsavel.

VI - Parecer da CEUA:
De acordo com a documentacdo apresentada a CEUA, o projeto foi considerado APROVADO pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais/CEUA da Universidade Federal de Goiés.

Informacéo aos pesquisadores:

Reiteramos a importancia deste Parecer Consubstanciado, e lembramos que o(s) pesquisador(es)
responsavel(is) devera(do) encaminhar & CEUA-PRPI-UFG o Relatdrio Final baseado na concluséo do
estudo e na incidéncia de publicacdes decorrentes deste, de acordo com o disposto na Lei n° 11.794 de
08/10/2008, e Resolugdo Normativa n° 01, de 09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal-CONCEA. O prazo para entrega do Relatorio é de até 30 dias apds o encerramento
da pesquisa, a qual esta prevista para finalizar suas acGes até 30 de novembro de 2023.

VIl - Data da reunido: 08/03/2023.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Alteracfes cardiometabolicas em ratos submetidos ao desmame
precoce farmacoldgico induzido por bromocriptina”, registrada com o protocolo n® 001/21, sob a
responsabilidade de Rodrigo Mello Gomes e Gabriel Camargo da Silva que envolve a producéo,
manutencdo ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos),
para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8
de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Universidade Federal de Goias (UFG), em reunido de 08/03/2021.

Q Finalidade: () Ensino ( x) Pesquisa Cientifica
Q Vigéncia da autorizacao (inicio e fim): 08/03/23 a 30/11/2023
Q Espécie/linhagem/raca: Ratus norvegicus/wistar
O N°de animais autorizados: 57 machos e 9 fémeas.
O Peso/ldade: machos e fémeas/ 21 a 180 dias ou 70 a 450 g.
Q Sexo: machos e fémeas
O Origem (fornecedor): Biotério Central
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